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論文の要約 
※「目的・問題提起・考察・まとめ」のように論文の構成に沿ったかたちでまとめられた
もので， 論文の中身が分かるもの 
 
【背景・目的】 
バイオ医薬品の市場規模は年々拡大しており、世界の医薬品市場拡大の牽引力となってい
る。特に抗体医薬品の市場規模は、2020年まで成長すると見込まれていることやバイオ医
薬品の薬剤費が高騰していることを背景に、低コスト化を実現するバイオ医薬品、特に抗
体医薬品の製造プロセスの効率化が求められている。一方で、抗体医薬品の生産方法は、
CHO細胞を宿主として利用する方法が確立されているが、これまでの製造方法をさらに効率
化し、差別化の原動力とすることが必要であると考えられる。原核生物、下等真核生物、
昆虫細胞、植物、トランスジェニック動物等、様々な生産系による抗体医薬品の生産方法
も検討されているが、抗体分子の特殊性（高分子、構造の複雑さ（ヘテロテトラマー、N
型糖鎖修飾））から、CHO細胞に勝る発現系は今のところ見出されていない。より広く利用
される高効率の抗体生産系を開発するためには、まずは高生産細胞の開発方法の確立が必
須である。抗体生産細胞の抗体生産能力は、宿主の能力、発現ベクター構成要素（プロモ
ーター、高発現、安定発現に効果を示すcis (DNA) エレメント、選択マーカー、抗体遺伝
子のコドン最適化など）の開発、さらに、発現ベクターの導入方法、導入様式（宿主の染
色体のどこに取り込まれるか（取り込ませるか））で決まる。そして、様々な生産能を有す
る細胞の集団から高い生産能力を有する細胞を高効率で取得するための、スクリーニング
方法の開発が重要となってくる。これまでの研究から、高発現を実現する新規プロモータ
ーと導入遺伝子構成体の発現を促進するDNAエレメントを搭載した抗体発現ベクター
pDSLH4.1が開発されている。そこで、本論文では、開発してきた技術をさらに高効率で利
用し、抗体をはじめ様々なバイオ医薬品の生産に適応可能な高効率バイオロジクス生産系
の開発を目指し、高生産細胞構築に必要な宿主細胞の樹立と改変、抗体遺伝子の細胞への
導入方法（部位特異的相同組換え技術及び人工染色体ベクター）の検討、フローサイトメ
トリ （ーFCM）を利用した高効率な高生産細胞の濃縮方法の開発及びその評価に適用する96 
deep well plateによる抗体生産性評価系を検討した。 
   
第2章「高生産を実現する宿主細胞の開発」 
増殖に血清を要求し、接着細胞であるCHO-K1 ATCC® CCL-61™を無血清・浮遊馴化させた過
程の一連の細胞を解析することで、抗体生産に適した宿主を選抜した。CHO-K1細胞から無
血清・浮遊馴化したと判断した時点の細胞をPDL（集団倍加レベル；Population doubling 
level）0とし、さらに継代して得られる一連の細胞（PDL0～PDL100）について特性解析（
増殖性、接着性、抗体生産能、レクチンアレイ解析）を行った。その結果、継代を経るほ
ど、増殖性は向上、接着性は低下した。また、抗体生産能は向上するがPDL38付近で極大、
細胞表層のα2, 3シアル酸量は低下するがPDL28付近で極小を示し、細胞表層のα2, 3シア
ル酸含量と抗体生産能との間に相関関係が見出された。さらに、α2, 3シアル酸を認識す
るレクチン、MALを用いたレクチンキャプチャーにより、関連因子を探索した結果、ICAM1
（Intercellular adhesion molecule 1）やIngtegrinなどの接着因子が同定された。CHO-O1 
PDL0～PDL100における接着性などの様々な変化は、関連するタンパク質の発現量の変化だ
けではなく、糖鎖構造の変化によるタンパク質の機能変化に起因していることが推察され
た。また、これらの糖鎖構造の変化は糖転移酵素以外のタンパク質の発現によっても引き
起こされることから、糖鎖構造の変化だけではなく、ゴルジ体に存在する様々なタンパク
質の発現状況の違いが、CHO-O1 PDL0～PDL100における増殖性、生産性及び接着性の変化を
引き起こしたと推察された。このような観点も考慮し、増殖特性、目的抗体生産性の評価
結果から、抗体生産に適した宿主細胞としてPDL38の状態の細胞をCHO-O1 PDL38として宿主
バンクとして樹立した。 
続いて、構築したCHO-O1 PDL38の抗体生産能向上を目指し、不均衡変異導入法による宿主
細胞の分子育種を試みた。細胞の育種では、約1.2 g/Lの生産性を示す抗体生産株（CHO-O1 
PDL38にpDSLH4.1を導入して構築した抗体生産株）を親株として、①不均衡変異導入による
変異ライブラリーの構築、②高生産細胞の選抜、③再導入評価を1ラウンドとして合計3ラ
ウンドの変異ライブラリーの構築によって実施された。その結果、元の生産株よりも生産
性が約2.2-2.5倍に向上した生産細胞の取得に至った。抗体をレポーターとして、育種した
抗体生産株は、抗体遺伝子をCre-loxP部位特異的組換えにより除去することが可能になる
よう設計されており、事実、抗体遺伝子の除去に成功し宿主細胞として他の抗体生産の宿
主としても利用可能である。この分子育種工程は、今後多くの研究をもたらすと考えてい
る。タンパク質、特に抗体のような複雑な構造と多様性を有するタンパク質の分泌生産で
は、小胞体での品質管理機構、ゴルジ体での糖鎖成熟化、分泌経路での輸送と様々な因子
が複雑に関係する複合的要因によって生産能が向上していることが推察される。今後、オ
ミクス等の研究によってより詳細に解析が進むことを期待している。 
 
 
   
第3章「抗体遺伝子導入方法の検討」 
hprt遺伝子座への部位特異的相同組換え技術とマウス由来人工染色体（MAC）ベクター技術
の評価を中心に行った。遺伝子導入位置の制御は、規制科学の観点からも導入様式を容易
に解析することができ、また、より短期間で目的抗体生産細胞を樹立できる可能性がある。
そのため、スクリーニング方法に依存せず、より選択的に目的抗体生産細胞を取得できる
ことが期待される。そこで、導入マーカーとしても利用可能であり、CHO細胞内でハウスキ
ーピング遺伝子であることが知られているhprt遺伝子を標的とした部位特異的相同組換え
法を評価した。その結果、その生産性は少なくとも4週間に渡る継代培養においても安定に
維持されたが、実際には30～50 mg/L程度であった。さらに発現構成体からの転写を促進す
ることが期待されるDNAエレメントを共導入した場合でも最大180 mg/Lであった。本結果は
、部位特異的相同組換えによって迅速に抗体生産細胞を樹立することは可能であるが、そ
の染色体上の領域の外来タンパク質発現に対する適正な領域を見出さなければ、１コピー
の発現構成体からの抗体生産能は満足行くものではなかった。今後、部位特異的に導入す
るための染色体領域のクローニング、または、発現構成体のより高機能化、さらに迅速な
コピー数の増加技術の開発が必要になるであろう。 
一方で、鳥取大学大学院 医学系研究科 押村 光雄教授らが開発した、マウス由来人工染色
体（MAC）ベクター技術の抗体生産株構築への適用を検討し、得られた組換え細胞における
抗体生産性、継代安定性について評価した。その結果、生産性は95～131 mg/Lを示し、株
間での差異は認められなかった。また、その生産性は約2ヶ月間の継代培養で約70%を維持
していた。コピー数の制限を受ける両技術では、更なる技術開発が必須となるであろう。
現時点では、高効率抗体生産細胞の樹立のためには、様々な形質を有する抗体産生細胞の
集合であるstable poolからの高効率抗体生産細胞の選抜方法を開発することが重要であ
ると考え第4章の研究へと発展した。 
 
第4章「高効率な抗体高生産細胞スクリニング方法の開発」 
本検討では、FCMを利用した高生産細胞の濃縮方法を開発した。不均一な細胞集団である
Stable Poolに対し、蛍光標識した抗IgG抗体で染色、FCMにより蛍光強度の高い細胞を分画
することで高生産細胞の濃縮を試みた。その結果、単に蛍光強度の高い細胞を分画するだ
けでは濃縮効果が低く、その生産性は未分画細胞に比べ1.2-1.3倍であった。続いて、細胞
及び細胞内密度が小さく、かつ蛍光強度が高い細胞を分画したところ、未分画細胞に比べ
て3.4-4.7倍の生産性を示した。さらに、本手法を3回繰り返すことで、生産性は8.5倍まで
に向上させることができ、非常に簡便な方法で高生産細胞を濃縮することができる方法が
開発できた。次に、濃縮した細胞を簡便かつ単位あたりの処理能力の高い抗体生産性評価
方法として、96 deep well plate（DWP）を利用した生産性評価系を開発し、スクリーニン
   
グ方法の効率化を図った。Bioreactorの培養結果を比較的良く反映する125 mL容三角フラ
スコの評価系をベンチマークとして検討した結果、96DWPの評価系において、125 mL容三角
フラスコの評価系を再現するためには、振盪速度、フィード方法、培地の安定性が重要因
子であることを見出し、これらの条件を最適化することで、125 mL容三角フラスコの結果
を再現する96DWPによる評価方法を構築することができた。 
以上より、高効率抗体生産方法の開発に寄与することができる宿主細胞の樹立から抗体高
生産細胞取得までの一連の過程に目処が立った。今後は更なる宿主ベクターの高機能化、
次の重要工程である培養プロセス開発手法の開発によって低コストを実現する抗体医薬品
の製造プロセスの完成度を向上させることに寄与できるものと考えている。 
 
以上
 
 



